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中文摘要 
目的：本文以洋葱表皮膜（Onion Epithelial Membrane，OEM）作为培养角
膜上皮细胞的支架材料，探究植物源性材料作为构建组织工程角膜材料的可行性。 
方法：通过透明度实验评估 OEM 的光学特性；通过扫面电镜和透射电镜观
察OEM表面特征和超微结构；以OEM为载体培养不同类型细胞系和原代细胞，
并与培养皿比较其贴壁生长状态和细胞形态；将分离的兔角膜上皮细胞接种到
OEM、胶原Ⅳ包被 OEM、PETM（Polyethylene Terephthalate Membrane）上，观
察兔角膜上皮细胞（Rabbit corneal epithelial cells，RCEs）3d、5d、7d 的连续生
长状态，利用气-液界面培养方法构建组织工程角膜上皮；扫面电镜观察角膜上
皮细胞的超微结构；通过苏木素-伊红（HE）染色观察形成的组织工程角膜上皮
的组织学结构；通过免疫荧光染色检测细胞分化蛋白（K3/K12、Cytokeratin）与
细胞连接蛋白(β-Catenin、E-cadherin)的表达情况。 
结果：透明度实验表明干湿两种状态下与 PETM 材料相比都具有良好的光
学透明性；扫描电镜结果观察新鲜 OEM 与处理后 OEM 无明显变化，呈表面光
滑状态，胶原Ⅳ包被组 OEM 可见胶原颗粒状散布于 OEM 上；以 OEM 为载体
培养的细胞系和原代细胞，与培养皿上的细胞形态和生长状态相比无明显差异；
以 OEM 为载体的 RCEs 较 PETM 组可以更好的维持细胞形态，具有更立体的细
胞结构，更清晰的细胞连接，更多的微绒毛数量；以 OEM 为载体构建的组织工
程角膜上皮具有细胞间连接紧密的组织学结构；细胞连接蛋白（β-catenin 和
E-cadherin）和角膜上皮分化蛋白 K3/K12 表达呈阳性说明 OEM 可以形成细胞连
接和维持角膜上皮表型。 
结论：基于 OEM 载体构建的组织工程角膜上皮具有一定的角膜上皮组织学
结构，能够维持角膜上皮细胞的正常分化和形成细胞连接，该材料有望成为一种
新的组织工程角膜构建载体材料。 
关键词：角膜缘干细胞、洋葱表皮膜、组织工程载体、组织工程角膜
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Abstract 
Purpose: Onion Epithelial Membrane (OEM) was used as the scaffold material for 
cultured corneal epithelial cells to explore the feasibility of plant-derived materials as 
tissue engineering corneal materials in this paper. 
Methods: The optical properties of the OEM are evaluated by a transparency 
experiment. The surface features and ultrastructure of OEM were observed by 
scanning electron microscopy and transmission electron microscopy. The cells were 
cultured with different types of cell lines and primary cells, their adherent growth 
status and cell morphology were compared with the culture dish. The isolated rabbit 
corneal epithelial cells were seeded onto OEM, OEM coated with CollagenIV and 
PETM to observe the continuous growth status of RCEs at 3d, 5d and 7d ; and then 
the method of air-liquid interface culture was used to construct tissue engineered 
corneal epithelium. The ultrastructure of RCEs was observed by scanning electron 
microscopy. The histological structure of tissue engineering corneal epithelium was 
observed by HE staining, the expression of K3/K12, Cytokeratin and E-cadherin was 
detected by immunofluorescence staining. 
Results: Transparency experiments show that both wet and dry conditions have good 
optical transparency compared with PETM materials. The results of scanning electron 
microscopy showed that the surface of the OEM was smooth and no other substances, 
there was no changes observed before and after sterilization, the OEM coated with 
CollagenIV was observed in the collagen epidermis. The cell lines and primary cells 
cultured with OEM were not significantly different from the cell morphology and 
growth status on the culture dish; There were cell morphology better, cell structure 
more stereotactic, cell connections clearer and more microvilli of RCEs with OEM; 
Tissue engineering corneal epithelium with OEM as carrier has a tightly organized 
histological structure; The expression of cell tight junction markers (β-catenin and 
E-cadherin) and corneal epithelial differentiation protein (K3/K12) was positive, it 
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shows that OEM can form cell connections and maintain corneal epithelial phenotype. 
Conclusion: Tissue-engineered corneal epithelium based on OEM has a certain 
histological structure of corneal epithelium, it can maintain the normal differentiation 
of corneal epithelial cells and the formation of cell connections. OEM is expected to 
become a new carrier material of tissue engineering cornea. 
Key words: limbal stem cell；onion epithelial membrane； tissue engineering 
carrier ;cornea tissue-engineering  
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第一章  前言 
1.1  角膜缘干细胞及其缺乏 
1.1.1  角膜缘干细胞 
角膜缘干细胞（limbal stem cells）又称角膜上皮干细胞（corneal epithelial stem 
cells），是位于角膜缘基底层上皮、具有增殖和分化潜能的干细胞[1, 2]；角膜缘干
细胞是分开角膜和结膜的独特结构，是角膜上皮增殖、分化、移行的出发来源，
使角膜上皮不断更新从而维持角膜的透明度与完整性[3]。在角膜缘上皮细胞基底
部形成栅栏样结构称为 Vogt 栅栏结构（Palisade of Vogt）—即角膜缘干细胞所在
区域，角膜缘基质层疏松、排列不规则，且附近有丰富的放射状纤维血管脊。正
是这些血管网为 Vogt 栅栏内的角膜缘干细胞提供营养[4, 5]。角膜缘干细胞主要具
有细胞周期慢、低转移率、增殖能力强、多能性、克隆性、表达干细胞的标记物
等特征[6]。正常生理状态下，角膜缘干细胞的增殖抑制了结膜上皮细胞迁移到角
膜表面，还可以防止角膜缘部位血管的侵入，具有屏障作用[7]。Schermer A 等[8]
首次证明有角膜缘上皮干细胞的存在，Ono K 和 Yokoo S Koizumi 等人利用人羊
膜为组织工程支架材料，以兔子自体角膜缘干细胞为种子细胞，以羊膜为载体培
养角膜缘上皮干细胞，体外培养形成角膜上皮植片，从免疫组织化学、超微结构
与正常生理状态下的角膜上皮结构相似[9]。1983 年 Thoft 提出了维持角膜上皮动
态平衡的“XYZ”假设，如图 1.1 所示，角膜上皮的平衡被定义为 X+Y=Z，如
果要保持角膜上皮细胞处于动态平衡之中，角膜上皮的损失必须有上皮细胞的更
换，即角膜上皮的损失（Z）由增殖的基底部上皮细胞（X）和向中央移行的周
边上皮细胞（Y）来补充[10]。 
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图 1.1  角膜缘干细胞微环境和动态平衡的“XYZ”假设[11] 
Figure1.1  Limbal stem cell niche and the X, Y, Z hypothesis of corneal epithelial 
maintenance. 
1.1.2  角膜缘干细胞缺乏 
角膜缘干细胞缺乏（limbal stem cells deficiency，LSCD）是由于化学或热灼
伤、辐射、遗传或自身免疫性疾病、隐形眼镜的使用、Stevens-Johnson 综合征、
眼瘢痕性天疱疮、多次手术、感染或药物使用等引起的角膜缘功能和结构丧失的
复杂角膜障碍[12, 13]。我国流行病学调查结果显示，全国由角膜缘干细胞缺乏导致
双眼和单眼角膜盲患者多达 300 多万，多数患者都可以通过角膜移植进行治疗，
但由于各种原因导致角膜捐献者较少，角膜供体远远达不到需要角膜移植的病人
数量[14]。每年只有 5000 名患者可通过角膜移植手术重新复明，远远满足不了临
床的需求。有研究证实角膜缘干细胞与微环境有密切关系，角膜缘干细胞微环境
的改变可直接影响干细胞的增殖和分化，进而导致角膜缘干细胞缺乏。其主要形
病因分为以下两个方面即原发性和继发性：第一，角膜缘干细胞缺乏可能是原发
性的，与支持干细胞功能的基质微环境不足有关，如无虹膜，先天性红斑狼疮，
与多种内分泌缺陷相关的角膜炎，神经营养性角膜疾病和慢性阻塞性疾病；第二，
继发性病因是较为常见的，即外部因素破坏角膜缘干细胞如化学或热烧伤、
Stevens-Johnson 综合征、眼瘢痕性天疱疮，多种手术或冷冻疗法、隐形眼镜佩戴
或微生物大面积感染等[15-17]。角膜缘干细胞缺乏（LSCD）的体征和症状包角膜
血管化和结膜化、角膜新生血管、畏光疼痛、适度流泪伴有红肿、视力不佳甚至
失明等，这些症状均与角膜上皮再生障碍有关[18, 19]。角膜缘干细胞缺乏也常伴有
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非愈合性角膜上皮缺损、角膜穿孔、角膜溶解等并发症。角膜缘干细胞缺乏严重
影响了患者的正常生活，同时也给家庭和社会造成了负担，随着工业化发展，多
种原因引起的角膜缘干细胞缺乏已经成为严重影响人们视力的一种常见多发病。
虽然角膜移植是治疗角膜盲的最为有效的手术疗法，但面临着角膜供体来源较少、
术后易发生免疫排斥反应等问题[20]。 
1.1.3  角膜缘干细胞缺乏的治疗 
角膜上皮的完整性以及无血管状态对于维持正常生理功能和角膜透明性发
挥着至关重要的作用，各种致病因素导致的角膜上皮缺损、糜烂溃疡、角膜新生
侵入以及假性胬肉形成，导致上述临床特征的病理学基础主要是角膜缘干细胞障
碍和角膜缘缺失。临床研究表明角膜缘干细胞的应用可以成功的解决角膜缘干细
胞缺乏疾病[21-24]。临床上根据干细胞的缺乏程度，分为两种类型：一类患者属于
双眼角膜缘完全损伤即完全角膜缘干细胞缺乏，另一类患者仅有单眼角膜缘损伤，
对侧眼的角膜缘完好；或者是双眼角膜缘都有部分损伤，损伤程度不严重。因此
在选择治疗方法上也存在差异。目前角膜缘干细胞的来源主要是自体移植（主要
针对单侧角膜缘干细胞缺乏），异体移植（主要针对双眼的角膜缘干细胞缺乏患
者），捐献的尸体供体和在可移植的支架材料上体外培养的角膜缘干细胞[13]。双
眼角膜缘干细胞完全缺乏的患者需要寻找适合自己的异源干细胞，并且要经过体
外培养、诱导分化为具有角膜上皮特性的干细胞，以解决角膜缘干细胞来源缺乏
的问题。而对于单眼和双眼部分干细胞缺乏的患者，可取自体正常的角膜缘组织
进行原代培养及传代培养，待培养的细胞数目达到一定的数量和质量后，再移植
到患眼角膜缘部位。这种角膜缘干细胞体先外培养、后移植的方式具有取材方便、
正常眼损伤较小、所需组织量相对较少、术后不存在免疫排斥反应等优点，这种
方法也成为临床上治疗单眼和双眼部分干细胞缺乏患者的理想干细胞移植方法
[11, 25]。自 1997 年，Pellegrini [21]研究组首次发现体外培养的小量健康人角膜缘上
皮可以在体外形成完整的上皮细胞层，有统计表明，角膜缘干细胞移植成功率范
围从 50%到 100%，总体成功率可达 76%[21, 26]；由于在各项研究之间临床诊断标
准、患者病因、LSCD 患者的随访时间、角膜缘干细胞离体培养方案等不尽相同，
所以各研究结果的成功率也存在差异[27]。 
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